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METODO PARA EVALUAR EL RIESGO Y LA PREDISPOSICION A 
DESARROLLAR UNA PATOLOGIA RELACIONADA CON LA PRESENCIA 
DE AUTOANTICUERPOS FRENTE AL EPCR 

5 CAMPO DE LA INVENCIQN 

La presente invention se relaciona con el empleo de autoanticuerpos frente al 
receptor endotelial de la proteina C/protema C activada (EPCR) como marcador para 
evaluar el riesgo y la predisposition de un sujeto a desarrollar una patologia 
relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR, tal 
10 como una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular o complicaciones 
obstetricas. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 
Enfermedades autoinmunes 

1 5 Las enfermedades autoinmunes son unas enfermedades que se caracterizan por 

la presencia de reacciones inmunologicas en las que algo desencadena la reaction del 
sistema inmune contra los propios tejidos del cuerpo y la production de anticuerpos 
anormales que atacan a dichos tejidos (autoanticuerpos). Entre dichas enfermedades 
autoinmunes se encuentran el smdrome antifosfolipido (SAF), la artritis reumatoide, el 

20 lupus eritematoso sistemico, las vasculitis autoinmunes en general, etc. 

El SAF se caracteriza por trombosis vascular (venosa, arterial o microvascular) y 
complicaciones en el embarazo (muerte fetal, nacimiento prematura o aborto 
espontaneo multiple) asociadas con la presencia de anticuerpos antifosfolipido. Estos 
anticuerpos son heterogeneos y reconocen una variedad de combinaciones de 

25 fosfolipidos, proteinas de union de fosfolipidos o ambas. Los subgrupos mas 
comunmente detectados de anticuerpos antifosfolipido son los anticuerpos 
anticoagulante liipico (ACL), anticuerpos anticardiolipina y anticuerpos 
antiglieoprotema 1 p2. Otros anticuerpos antifosfolipido no incluidos en los criterios 
clasicos de laboratorio estan actualmente bajo estudio. Tales anticuerpos estan .dirigidos 

30 frente a fosfolipidos distintos a la cardiolipina^ tales como la fosfatidiletanolamina y o 
feiitc a OTOteinasnde union de lbsfolipidas. tales_como la anerdna V y la proteina.S. Sin 
^^irifergc^ C3 ccrv-zz pr»co sofore ioz. macaniznios" que leladonmi h. or^zencia de 
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Enfermedades vasculares 

Las enfermedades vasculares son de tres tipos fundamentals dependiendo del 
tipo de vaso afectado (arterial, venoso o vasos de pequeno calibre de la 
5 microcirculacion). En el caso de las enfermedades vasculares arteriales se produce una 
esclerosis de su pared que disminuye el flujo a traves de su luz y, por lo tanto, 
disminuye de modo cronico el aflujo de sangre a los territorios irrigados por esa arteria 
lesionada. La lesion ateroesclerotica se puede complicar y originar un trombo dentro de 
la arteria taponando totalmente el vaso y cerrando de este modo el flujo de sangre, en 

1 0 cuyo caso se produce un infarto. Los mas frecuentes son el infarto de miocardio cuando 
la arteria trombosada es una arteria coronaria y el infarto cerebral cuando la arteria 
trombosada es una arteria que riega el cerebro. En el caso de enfermedad vascular 
venosa la trombosis origina una dificultad en el retorno de la sangre al corazon. Cuando 
un fragmento del trombo de la pared venosa trombosada se libere entonces migrara 

1 5 hasta quedar atrapado en la circulacion venosa pulmonar, originando una insuficiencia 
pulmonar aguda, conocida como embolia pulmonar. Las enfermedades de la 
microcirculacion se producen por inflamacion y/o trombosis de los vasos de la 
microcirculacion de los diferentes organos y se manifiestan como fracaso de la funcion 
del organo cuya microcirculacion esta danada. Las enfermedades vasculares constituyen 

20 una importante causa de morbilidad y mortalidad en los paises occidentales. 
Concretamente, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica del ano 2.000, las 
enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en Espana (35,0% 
aproximadamente del total de defunciones). Entre las causas cardiovasculares mas 
frecuentes, las enfermedades vasculares o tromboticas arteriales del corazon 

25 (principalmente el infarto agudo de miocardio) constituyen la primera causa de muerte. 
Actualmente se conocen varios factores de riesgo moleculares que pueden explicar la 
aparicion de trombosis en algunos pacientes, uno de estos factores de riesgo es la 
presencia de los denominados anticuerpos antifosfolipido. Originalmente se penso que 
estos autoanticuerpos estaban dirigidos frente a fosfolfpidos anionicos; no obstante, 

30 posteriormente se ha demostrado que muchos de esos autoanticuerpos estan dirigidos 
frente a complejos que algunas protemas, tales como la glicoproteina I p2 o la 
protrombina, forman con los fosfolipidos. Mas recientemente tambien se han implicado 
otras proteinas con funcion anticoagulante, tales como la proteina C (PC), la proteina S, 



la trombomodulina o la anexina V, lo cual explicaria por que la presencia de estos 
autoanticuerpos predisponen a la trombosis. 

Complicaciones obstetricas 

Las complicaciones obstetricas son fundamentalmente: la muerte fetal despues 
de la decima semana de embarazo, el nacimiento de ninos prematuros, los abortos 
espontaneos antes de la decima semana del embarazo, el retraso del crecimiento 
intrauterine, la eclampsia y la pre-eclampsia. 

EPCR 

La proteina C activada (PCA) es una de las proteinas principales reguladoras de 
la cascada de coagulacion. La PC, el zimogeno de la PCA, es activada por la trombina 
unida a trombomodulina sobre la superficie de las celulas endoteliales. La PCA, en 
combination con la proteina S (su cofactor no enzimatico), ejerce su funcion 
anticoagulante mediante la proteolisis de los factores V y VIII activados. Se han 
identificado defectos geneticos y adquiridos en la trombomodulina, la PC y la proteina 
S en pacientes con trombosis venosa y/o arterial. El receptor endotelial de la PC/PC 
activada (EPCR) es una glicoprotema que se expresa en la membrana de las celulas 
endoteliales y que liga de manera especifica y con alta afinidad la PC y la PCA. Para 
que el EPCR sea funcional precisa estar unido a una molecula de fosfolipido que 
estabiliza su estructura tridimensional. La union de la PC al EPCR incrementa de forma 
notable su activacion por el complejo trombina-trombomodulina sobre la superficie 
celular endotelial. La mision del EPCR es concentrar la PC en la superficie endotelial y 
presentarla al complejo trombina-trombomodulina favoreciendo de este modo una 
eficiente activacion de la PC. El EPCR aumenta (unas nueve veces aproximadamente) 
la tasa de activacion de la PC en la superficie de celulas endoteliales in vivo por lo que 
es el responsable del 90% de los niveles de PCA circulates. Ademas, solo cuando la 
PCA esta unida al EPCR puede activar el receptor- 1 activado por proteasa activa que 
genera, una. senal celular ; citoproteciom 0 ' y bloquea la apoptosis. 

El_EECFL.se express principalmente en el endoielio de las venas.y arterial sobre 
iC'do en las de srande v medi^io-calibre. v. ademas. ce.eiiDrccD.rTiu^' i nt =:n m i ^ e n ~3 
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cada vez mas solidas que apoyan un papel del EPCR en el mantenimiento del embarazo 
ya que la delecion del gen EPCR en ratones "knock out" causa trombosis placentaria y 
muerte embrionaria temprana en dichos ratones. 

5 COMPENDIO DE LA INVENCION 

Los autores de la presente invencion han descubierto que la presencia de 
autoanticuerpos anti-EPCR en suero o plasma de pacientes con enfermedades 
autoinmunes, y/o en pacientes con enfermedades vasculares y/o en pacientes con 
complicaciones obstetricas esta incrementada en comparacion con muestras 

10 procedentes de sujetos sanos, no afectados de tales patologias. Estas evidencias 
convierten a dichos autoanticuerpos anti-EPCR en un marcador util para evaluar in 
vitro el riesgo y la predisposicion de un sujeto a desarrollar una patologia relacionada 
con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR, tal como una 
enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular o complicaciones obstetricas. 

15 Se ha investigado la presencia de autoanticuerpos anti-EPCR en pacientes con 

SAF y su relacion con la muerte fetal. Tambien se ha estudiado el efecto de estos 
autoanticuerpos sobre la generacion de PC A en la superficie endotelial. Posteriormente, 
se ha estudiado la asociacion de autoanticuerpos anti-EPCR con la muerte fetal en un 
estudio pareado de casos y controles. Los resultados obtenidos soportan el hecho de que 

20 autoanticuerpos anti-EPCR constituyen un factor de riesgo para un episodio de muerte 
fetal. Impedir la activation de la PC sobre las superficies celulares que expresan EPCR 
podria ser una de las maneras por las que estos autoanticuerpos ejercen sus efectos 
patologicos. 

Adicionalmente, se ha puesto a punto un metodo para la determination de 
25 autoanticuerpos anti-EPCR (IgG, IgA e IgM) y se ha demostrado que estos estan 
presentes en pacientes diagnosticados de una enfermedad autoimmune (SAF y lupus 
eritematoso diseminado), en pacientes con enfermedades vasculares (trombosis venosa 
y arterial) y en mujeres con complicaciones del embarazo. Los ejemplos que acompanan 
a esta description ilustran, entre otras cosas, el hecho de que la presencia de 
30 autoanticuerpos anti-EPCR en suero o plasma esta incrementada en pacientes con 
enfermedades autoinmunes (determinado en pacientes con SAF o con lupus eritematoso 
diseminado), en pacientes con enfermedades vasculares, tales como trombosis arterial, 
por ejemplo, infarto de miocardio (determinado tanto en pacientes con SAF como en 
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pacientes sin SAF), o ictus isquemico cerebral (determinado en pacientes con SAF), o 
trombosis venosa (determinado en pacientes con SAF). asi como en pacientes con 
complicaciones obstetricas, tales como con muerte fetal (determinado tanto en mujeres 
con SAF como en mujeres sin SAF) o abortos de repetition (determinado en pacientes 
5 con SAF). 

Por tanto, la presente invencion se relaciona- en general, con el empleo de 
autoanticuerpos anti-EPCR como marcador para evaluar in vitro el riesgo y la 
predisposicion de un sujeto a desarrollar una patologia, en particular, una patologia 
relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR, asf 

10 como para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un sujeto que presente 
dichas enfermedades. 

En un aspecto, la invencion se relaciona con un metodo para evaluar el riesgo y 
la predisposicion de un sujeto a desarrollar una patologia relacionada con la presencia de 
niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en dicho sujeto, que comprende la 

15 deteccion y/o cuantificacion in vitro de dichos autoanticuerpos anti-EPCR en una 
muestra de dicho sujeto. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un metodo para monitorizar in 
vitro el efecto de la terapia administrada a un sujeto que presente una patologia 
relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en dicho 

20 sujeto, que comprende la deteccion y/o cuantificacion in vitro de dichos autoanticuerpos 
anti-EPCR en una muestra de dicho sujeto. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de autoanticuerpos anti- 
EPCR en un metodo para evaluar el riesgo y la predisposicion de un individuo a 
desarrollar una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de 

25 autoanticuerpos anti-EPCR, o para monitorizar in vitro el efecto de la terapia 
administrada a un sujeto que presente una patologia relacionada con la presencia de 
niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en dicho sujeto. 

Eil otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de un polipeptido que 
comprende la secuencia de aminoacidos del EPCFt. o un fragment© de la misma que 

30 eontiene, al menos, un epitope susceptible de ser reconocido por un. autoanticuerpo anti- 
EEOL an mi metodo; parsL-evaluar _el riesgo y la_prediEp.Qsici6jDu.de un indivrdno-.a 
deoarrollnr. un£i__ pstologis. reincionsdsu cc-n . ia pre^mefe . de nferiec elevcdoc de 
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terapia administrada a un sujeto que presente una patologia relacionada con la presencia 
de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en dicho sujeto. 

En otro aspecto, la invention se relaciona con un kit para evaluar in vitro el 
riesgo y la predisposition de un individuo a desarrollar una patologia relacionada con la 
5 presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto, o para 
monitorizar in vitro el efecto de la terapia administrada a un sujeto que presente una 
patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti- 
EPCR en dicho sujeto que comprende un polipeptido que comprende la secuencia de 
aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo 
10 susceptible de ser reconocido por un autoanticuerpo anti-EPCR. 

• a a 

r* • 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 ilustra la expresion de rshEPCR en Pichia pastoris. El rshEPCR se 
purifico a partir del sobrenadante de celulas de P. pastoris transformadas de forma ^ ./ 

15 estable, tal como se describe en el apartado relativo a los Materiales y Metodos (vease el i 
Ejemplo). 10 jutl de cada una de tres fracciones que conteman rhsEPCR fueron separadas 
por SD-PAGE y las proteinas fueron detectadas utilizando GELCODE Blue (A) o • 
mediante Western blot con el anticuerpo monoclonal anti-myc (Invitrogen)(B). «■ 

La Figura 2 muestra la comparacion del nivel de autoanticuerpos anti-EPCR en * :*. 

20 pacientes diagnosticados de SAF y en controles. Se muestran los niveles de - 

autoanticuerpos anti-EPCR. Anticuerpos de isotipo IgM: controles (mediana = 45 UA ? * mmm 
unidades arbitrarias), pacientes (mediana = 57 UA); anticuerpos de isotipo IgA: • • \ 
controles (mediana = 31 UA) ? pacientes (mediana = 39 UA); y anticuerpos de isotipo : . : 
IgG: controles (mediana = 72 UA) ? pacientes (mediana = 75 UA). m l 

25 La Figura 3 muestra el efecto de autoanticuerpos anti-EPCR sobre la generation 

de PCA por celulas endoteliales, en donde puede observarse la generation de PCA en 
presencia de autoanticuerpo anti-EPCR de isotipo M del paciente C comparada con la 
generation de PCA en ausencia de anticuerpo y en presencia de anticuerpo no inhibidor. 
Para cada condition se realizaron 2-4 experimentos independientes. 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 
Definiciones 

Para facilitair la comprension de la presente solicitud de patente, exponemos a 
continuacion el significado de algunos terminos y expresiones en el contexto de la 
5 invencion. 

El termino "sujeto" se refiere a un miembro de una especie de un animal 
marmfero, e incluye, pero no se limita, a animales domesticos, primates y humanos; el 
sujeto es preferiblemente un ser humano, masculino o femenino, de cualquier edad o 
raza. 

10 La expresion "enfermedades autoinmunes" se refiere a aquellos trastornos en los 

que el sistema inmune de un individuo reacciona contra sus propios tejidos 
determinando una gran variedad de enfermedades; a modo ilustrativo, dichas 
enfermedades autoinmunes incluyen, entre otras, el SAF, el lupus eritematoso sistemico, 
la artritis reumatoide, vasculitis autoinmunes, etc. 

15 La expresion "enfermedades vasculares" se refiere a aquellas enfermedades que 

afectan a los vasos sanguineos. Cuando afecta a un vaso arterial se caracterizan por la 
falta de irrigacion sangumea de un territorio determinado del organismo y habitualmente 
es secundaria a la oclusion de alguna arteria, causada esta por una lesion ateroesclerotica 
de la pared o por una trombosis, o por ambas a la vez. Cuando afecta a un vaso venoso 

20 se caracteriza por dificultad en el retorno de la sangre al corazon desde el territorio del 
organismo afectado y habitualmente es secundario a la oclusion del vaso venoso por un 
trombo. Cuando afecta a la microcirculacion se caracteriza por la dificultad del organo 
cuya microcirculacion esta afectada para realizar su funcion. A modo ilustrativo, dichas 
enfermedades vasculares incluyen, entre otras, enfermedades vasculares arteriales, tales 

25 como infarto de miocardio, ictus cerebral, accidente cerebral transitorio, isquemia de 
extremidades, aterosclerosis, aneurisma, etc., asi como enfermedades vasculares 
venosas, tales como trombosis venosa superficial y profunda, embolia pulmonar, etc, y 
enfermedades vasculares (trombosis) de la microcirculacion como_el _fallo_organico que 
ocurre durante_infecciones o enfermedades, autoinmunes.. 

30 La.j3xpresi6n "complicaciones: obstetricas'" se refiere a aquellos trastornos que 

afectgui-al.desarrni1o .^mli^TH^vtonto lo^ que^afecfan a la macte :como" los queLafectan 
3l ambric-iro aLfeco. inles como. emr.e otros, el abortoria musr&ifetd^el . mribrrrfenm. 
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El termino "autoanticuerpo" se refiere a los anticuerpos producidos por un sujeto 
y dirigidos o especificos contra estructuras y tejidos del propio organismo que las 
produce, tales como, por ejemplo, autoanticuerpos antiplaquetares, autoanticuerpos 
antitiroides, autoanticuerpos antiglobulos rojos, etc. En este sentido el termino 
5 "autoanticuerpo anti-EPCR" se refiere a inmunoglobulinas o anticuerpos producidos por 
el propio sujeto y dirigidas especificamente contra el EPCR de sus propios tejidos. 

El termino "epitopo", tal como se utiliza en la presente invention, se refiere a un 
determinante antigenico de una proteina tal como la secuencia de aminoacidos de la 
protema que un anticuerpo espetifico reconoce. 
10 Los terminos "peptido" y "polipeptido" se refieren a cadenas moleculares de 

aminoacidos que representan un fragmento proteico. Los terminos "proteina" y 
"peptido", se usan indistintamente. 

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la production de 

• • • 

autoanticuerpos anti-EPCR en pacientes con enfermedades autoinmunes, y/o en ;# * . 
15 pacientes con enfermedades vasculares y/o en pacientes con complicaciones obstetricas 

esta aumentada en comparacion con muestras procedentes de sujetos sanos, no :. • 
afectados de tales patologfas, lo que convierte a dichos autoanticuerpos anti-EPCR en : 
un marcador util para evaluar in vitro el riesgo y la predisposition de un sujeto a : * 

• • • m 

desarrollar una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de » 
20 autoanticuerpos anti-EPCR, tal como una enfermedad autoinmune, una enfermedad :: 

vascular o complicaciones obstetricas. En una realizacion particular, la invencion ^ 
permite evaluar el riesgo de enfermedades vasculares o complicaciones obstetricas en • : • 
pacientes con enfermedad autoinmune o sin ella. -\ : 
Tal como se utiliza en esta description, la expresion "niveles elevados de \ 
25 autoanticuerpos anti-EPCR" se refiere a niveles de UA (unidades arbitrarias) iguales o 
superiores al percentil 50 de la poblacion normal, incluyendo, por ejemplo, niveles de 
UA iguales o superiores al percentil 60 de la poblacion normal, iguales o superiores al 
percentil 70 de la poblacion normal, iguales o superiores al percentil 80 de la poblacion 
normal, iguales o superiores al percentil 90 de la poblacion normal, e iguales o 
30 superiores al percentil 95 de la poblacion normal. Debido a la variabilidad existente 
entre los sujetos (por ejemplo, por razones de raza, etc.) es muy dificil, practicamente 
imposible, establecer unos valores absolutos indicativos de niveles elevados de 
autoanticuerpos anti-EPCR aplicables a todos los sujetos, por lo que dichos percentiles 
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pueden calcularse facilmente mediante un procedimiento convencional que comprende 
la realizacion de un ensayo para determinar en un grupo de sujetos normal es (es decir, 
sujetos a los que en el momento de realizacion del ensayo no se les ha diagnosticado 
riinguna enfermedad autoinmune y que no han sufrido ninguna enfermedad vascular ni 
5 ninguna complicacion obstetrica) los niveles de autoanticuerpos anti-EPCR. La 
determination de los autoanticuerpos anti-EPCR se puede realizar por cualquier 
metodo convencional, por ejemplo, mediante el ELISA descrito en el apartado 
"Materiales y Metodos" (Ejemplo 1). Logicamente, cada sujeto tendra un valor 
determinado de UA de autoanticuerpos anti-EPCR y existira un valor UA de auto- 

10 anticuerpos anti-EPCR en el que por encima de ese valor esten el 50% de la poblacion 
analizada, constituyendo dicho valor el percentil 50; evidentemente, existira tambien 
un valor por encima del cual esten el 40% de los sujetos normales ensayados y ese 
valor se constituye el percentil 60, asimismo, tambien otros valores por encima de los 
cuales estaran el 30%, 20%, 10% y 5% de los sujetos normales ensayados, 

15 constituyendo dichos valores los percentiles 70, 80, 90 y 95, respectivamente. 

En este sentido, en un primer aspecto, la invention proporciona un metodo para 
evaluar el riesgo y la predisposition de un sujeto a desarrollar una patologia relacionada 
con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al receptor endotelial de 
la PC/PC activada (EPCR) en dicho sujeto, que comprende la cuantificacion in vitro de 

20 autoanticuerpos frente al EPCR en una muestra de dicho sujeto. 

En una realizacion particular, la patologia relacionada con la presencia de niveles 
elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto se selecciona entre una 
enfermedad autoinmune, por ejemplo, SAF, lupus eritematoso sistemico, artritis 
reumatoide, vasculitis autoinmunes, etc.; una enfermedad vascular, por ejemplo, una 

25 enfermedad vascular arterial, tal como infarto de miocardio, ictus cerebral, accidente 
cerebral transitorio, isquemia de extremidades, aterosclerosis, aneurisma, etc., o una 
enfermedad vascular venosa, tal como trombosis venosa. profunda, embolia pulmonar, 
etc., o una enfermedad vascular de la microcirculation tal como el fallo organico que 
ocurre durante infecciones o enfemxedades autoinmunes, etc., y complications 

30 obstetrical por ejemplo, aborto, muerte fetal, naci m i ento premature, retraso del 

cre^iriiiento incniiiisrino. eclam.psia,..pre-sclampsia r etc. 

El.metcdaproprxcro2iadu porJa. pre^nt^inv-rn.ci^n fcc^a en que Joe sujetos 
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obstetricas presentan niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR, en comparacion 
con los correspondientes niveles en muestras procedentes de sujetos sin historial clinico 
de tales enfermedades o complicaciones obstetricas. 

Dicho metodo comprende una etapa de obtencion de la muestra del individuo, tal 
como una muestra de suero o plasma, que se puede obtener por cualquier metodo 
conventional, por ejemplo, mediante una extraction sanguinea. 

Las muestras pueden ser obtenidas de sujetos previamente diagnosticados, o no 
diagnosticados, de dichas enfermedades autoinmunes o vasculares, o con 
complicaciones obstetricas; o tambien de un sujeto en tratamiento, o que ha sido tratado 
previamente contra dichas enfermedades o complicaciones. 

Dada la naturaleza del metodo de la invention, la detection y cuantificacion de 
dichos autoanticuerpos anti-EPCR se realiza mediante un ensayo inmunologico acoplado 
a un marcador que permita detectar y cuantificar la formation de complejos espetificos 
antigeno-anticuerpo, por ejemplo, un ensayo inmunocromatografico (latex, oro coloidal, 
etc.), un ensayo inmunologico en el que marcador es un marcador fluorescente, un 
isotopo, un metal pesado, una enzima, un marcador luminiscente, un marcador 
quimioluminiscente, un cromogeno, etc. >; 

Existe una amplia variedad de ensayos bien conocidos, que se pueden utilizar en; 
la presente invention, que utilizan anticuerpos no marcados (anticuerpo primario) y, 
anticuerpos marcados (anticuerpo secundario); entre estas tecnicas se incluyen eh 
Westem-blot o transferencia Western, ELISA (Enzyme-Linked inmunosorbent assay o 
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima), RIA (Radioimmunoassay o 
Radioinmunoensayo), etc. 

En una realization particular, el inmunoensayo preferido en el metodo de la 
invention que permite la detection y/o cuantificacion de dichos autoanticuerpos anti- 
EPCR es un ELISA que comprende 

a) inmovilizar en un soporte solido un polipeptido que comprende la secuencia 
de aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que contiene, al 
menos, un epitopo susceptible de ser reconocido por un autoanticuerpo anti- 
EPCR; 
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b) incubar dicho polipeptido inmovilizado con una muestra sospechosa de 
contener autoanticuerpos anti-EPCR procedente de dicho sujeto durante un 
periodo de tiempo suficiente para permit ir la union de dichos anticuerpos al 
polipeptido inmovilizado y la formacion de complejos polipeptido- 

5 autoanticuerpo anti-EPCR; 

c) retirar la muestra no unida a dicho polipeptido inmovilizado; 

d) incubar dichos complejos polipeptido-autoanticuerpo anti-EPCR con un 
10 segundo anticuerpo conjugado a una enzima, en donde dicho segundo 

anticuerpo es un anticuerpo capaz de unirse a dichos autoanticuerpos anti- 
EPCR. 



Dicho polipeptido que comprende la secuencia de aminoacidos del EPCR o un 
15 fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo susceptible de ser reconocido 
por un autoanticuerpo anti-EPCR puede ser bien un polipeptido que comprende la 
secuencia de aminoacidos del EPCR longitud completa, o bien un polipeptido que 
comprende la secuencia de aminoacidos de un fragmento del EPCR que contiene, al 
menos, un epitopo susceptible de ser reconocido por un anticuerpo anti-EPCR. En una 
20 realization particular, dicho polipeptido es una proteina de fusion que comprende: 

(i) una region A constituida por un polipeptido que contiene la secuencia de 
aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que contiene, al 
menos, un epitopo susceptible de ser reconocido por un anticuerpo anti- 
EPCR, y 

25 (ii) una region B constituida por un polipeptido que comprende una secuencia 

de aminoacidos util para el aislamiento o purification de dicha proteina de 
fusion y/o una secuencia de aminoacidos util para el anclaje de dicha 
proteina de fusion a un soporte solido. 
Dicha region B puede estar unida al extremo amino terminal de dicha region A o 
30 bien al extreme carbozilo terminal de dicha region A. 

En una realizacion particular, dicha .region-. A comprende— la secuencia de 
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La region B comprende una secuencia de aminoacidos util para el aislamiento o 
purificacion de la proteina de fusion previamente defmida y/o una secuencia de 
aminoacidos util para el anclaje de dicha proteina de fusion a un soporte solido. 
Practicamente cualquier secuencia de aminoacidos que pueda ser utilizada para aislar o 
5 purificar una proteina de fusion (denominadas genericamente peptidos etiqueta o "tag") 
y/o cualquier secuencia de aminoacidos susceptible de ser utilizada para el anclaje de 
una proteina de fusion a un soporte solido puede estar presente en dicha region B. En 
ocasiones, la secuencia de aminoacidos util para el aislamiento o purificacion de dicha 
proteina de fusion puede actuar tambien como secuencia de aminoacidos util para el 
10 anclaje de dicha proteina de fusion a un soporte solido y viceversa. En una realizacion 

« # *• 

particular, la region B comprende una secuencia de aminoacidos util para el aislamiento -I.. 

a » m 

o purificacion de una proteina de fusion y una secuencia de aminoacidos util para el 
anclaje de una proteina de fusion a un soporte solido. 

• • • 

A modo ilustrativo, dicha secuencia de aminoacidos util para aislar o purificar . :- . # 

15 una proteina de fusion y/o dicha secuencia de aminoacidos util para el anclaje de una 

proteina de fusion a un soporte solido puede ser, por ejemplo, Arg-tag, His-tag, FLAG- 

tag, Strep-tag, un epitopo susceptible de ser reconocido por un anticuerpo, tal como c- 5 . — . 

myc-tag, SBP-tag, S-tag, peptido de union a calmodulina, dominio de union a celulosa, - 5 

* « * • » 

dominio de union a quitina, glutation S-transferasa-tag, proteina de union a maltosa, 

/k «• • • • 

20 NusA, TrxA, DsbA, Avi-tag, etc. (Terpe K., Appl. Microbiol. Biotechnol. (2003), 
60:523-525), una secuencia de aminoacidos tal como: Ala-His-Gly-His-Arg-Pro (2, 4, y 
8 copias), Pro-Ile-His-Asp-His-Asp-His-Pro-His-Leu-Val-Ile-His-Ser, Gly-Met-Thr- • : • 
Cys-X-X-Cys (6 repeticiones), 0-galactosidasa, VSV-glicoproteina (YTDIEMNRLGK), : . : 
etc. 

25 En una realizacion particular, dicha region B esta constituida por un polipeptido 

que comprende un epitopo susceptible de ser reconocido por un anticuerpo (tal como el 
epitopo c-myc, reconocido por un anticuerpo anti-c-myc) y una cola de histidinas (His- 
tag). 

En el Ejemplo que acompana a esta descripcion se describe la obtencion de un 
30 polipeptido, denominado rhsEPCR, consistente en una proteina de fusion que comprende 
la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR humano (hsEPCR), la 
secuencia de aminoacidos correspondiente al epitopo c-myc y una cola de histidinas y 
cuya secuencia de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO: 3. 
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El polipeptido a utilizar en el metodo de la invencion puede ser obtenido por 
metodos convencionales, por ejemplo, por expresion en un sistema de expresion 
adecuado. 

El segundo anticuerpo a utilizar en el ELISA previamente mencionado es un 
5 anticuerpo especifico de isotipo de inmunoglobulinas y procede de una especie diferente 
a la del sujeto cuya muestra se analiza, lo que permite caracterizar el isotipo de los 
autoanticuerpos anti-EPCR. A modo ilustrativo, dicho segundo anticuerpo especifico de 
isotipo de inmunoglobulinas se selecciona entre un anticuerpo anti-IgG humana, un 
anticuerpo anti-IgM humana, un anticuerpo anti-IgA humana, y sus mezclas. En una 

10 realizacion particular, dicho segundo anticuerpo esta conjugado a un marcador que 
permite la deteccion del complejo, tal como una enzima, por ejemplo, peroxidasa, 
fosfatasa alcalina, etc. 

El metodo para evaluar el riesgo y la predisposicion de un sujeto a desarrollar una 
patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR 

15 proporcionado por esta invencion se completa comparand© los niveles de 
autoanticuerpos determinados en la muestra del sujeto en cuestion con los niveles 
normales, entendiendo por niveles normales los de una poblacion de sujetos normales 
determinado tal como se ha indicado mas arriba al definir la expresion "niveles 
elevados". 

20 En otro aspecto, la invencion se relaciona con un metodo para monitorizar in 

vitro el efecto de la terapia administrada a un sujeto que presente una patologia 
relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en dicho 
sujeto, que comprende la cuantificacion in vitro de dichos autoanticuerpos anti-EPCR en 
una muestra de dicho sujeto. El metodo se lleva a cabo tal como se ha mencionado 

25 previamente, si bien, en este caso, las muestras proceden de sujetos previamente 
diagnosticados de alguna enfermedad autoinmune o vascular, o que ha sufrido alguna 
complieacion obstetrica, sometido a tratamiento terapeutieo, y permite analizar el efecto 
de la terapia, es decir, su eficacia y efeetividad, aplicada_al sujeto en_tratamiento con el 
fin de* por ejemplo, mantener la terapia o modificarla. 

30 En otro aspecto, la invencion se relaciona: con el empleo de autoanticuerpos anti- 

EECR en un metodo para evaluar el riesgo y la prsdisposieion de un_ indniduo o 

desarrollar una p,axoJogia.„ relacionada . con la preaencia de rdvelec elevadoc. de 
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patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR 
en un sujeto se selecciona entre una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular y 
complicaciones obstetricas. Un nivel aumentado de autoanticuerpos anti-EPCR en el 
sujeto se asocia con un mayor riesgo o predisposicion a desarrollar una patologia 
5 relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en un 
sujeto, tal como una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular y/o 
complicaciones obstetricas. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de un polipeptido que 
comprende la secuencia de aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que 

10 contiene, al menos, un epitopo susceptible de ser reconocido por un autoanticuerpo anti- 
EPCR en un metodo para evaluar el riesgo y la predisposicion de un individuo a 
desarrollar una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de 
autoanticuerpos anti- EPCR en dicho sujeto, que comprende la deteccion y/o 
cuantificacion in vitro de autoanticuerpos anti-EPCR en una muestra de dicho sujeto. En 

15 una realizacion particular, dicha patologia relacionada con la presencia de niveles , 
elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en un sujeto se selecciona entre una enfermedad 
autoinmune, una enfermedad vascular y complicaciones obstetricas. 

En una realizacion particular, dicho polipeptido que comprende la secuencia de 
— aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo 

20 susceptible de ser reconocido por un autoanticuerpo anti-EPCR es un polipeptido como, 
el definido previamente al describir el ELISA para detectar y/o cuantificar 
autoanticuerpos anti-EPCR. En una realizacion particular, dicho polipeptido es el 
denominado rhsEPCR (Ejemplo), consistente en una protema de fusion que comprende 
la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR humano (hsEPCR), la 

25 secuencia de aminoacidos correspondiente al epitopo c-myc y una cola de histidinas y 
cuya secuencia de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO: 3. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un kit para evaluar in vitro el 
riesgo y la predisposicion de un sujeto a desarrollar una patologia relacionada con la 
presencia de niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR en un sujeto que 

30 comprende un polipeptido que comprende la secuencia de aminoacidos del EPCR o un 
fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo susceptible de ser reconocido 
por un autoanticuerpo anti-EPCR. En una realizacion particular, dicho polipeptido que 
comprende la secuencia de aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que 
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contiene, al menos, un epitopo susceptible de ser reconocido por un autoanticuerpo anti- 
EPCR es un polipeptido como el definido previamente al describir el ELISA para 
detectar y/o cuantificar autoanticuerpos anti-EPCR. En una realizacion particular, dicho 
polipeptido es el denominado rhsEPCR (Ejemplo), consistente en una proteina de fusion 
5 que comprende la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR humano 
(hsEPCR), la secuencia de aminoacidos correspondiente al epitopo c-myc y una cola de 
histidinas y cuya secuencia de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO: 3. 
Los siguientes ejemplos ilustran la invention. 

10 EJEMPLO 1 

Empleo de autoanticuerpos anti-EPCR como marcadores para el riesgo v la 
predisposicion de un suieto al desarrollo de patologias relacionadas con la 
presencia de niveles elevados de dichos autoanticuerpos 

1 5 I. MATERIALES Y METODOS 

Pacientes 

L Pacientes con SAP v controles 

Participaron en el estudio 43 pacientes [44 ± 11 anos (media ± desviacion 
estandar (DE)) ? 39 mujeres y 4 varones] a los que se les habia diagnosticado sfndrome 

20 antifosfolipido (8AF), de acuerdo con los criterios diagnosticos internacionales [Wilson 
WA, Gharavi AE, Koike T ? Lockshin MD, Branch DW, Piette JC ? Brey R 5 Derksen R, 
Harris EN, Hughes GR ? Triplett DA, Khamashta MA. International consensus statement 
on preliminary classification criteria for definite antiphospholipid syndrome: report of 
an international workshop. Arthritis Rheum. 1999;42:1309-11; Brandt JT, Barna LK ? 

25 Triplett DA. Laboratory identification of lupus anticoagulants: results of the Second 
International Workshop for Identification of Lupus Anticoagulants. On behalf of the 
Subcommittee on Lupus Anticoagulants/Antiphospholipid Antibodies of the ISTH. 
Thromb Haemost 1995;74:1597-603] entre febrero de 1998 y marzo de 2002.. Todos 
los pacientes ftieron identificados por tener anticoagulanteJupico (ACL) y una historia 

30 personal de trombosis'venosa (n = 17% crombosis arterial (n = 13, de los cuales 4 con 
inferLDL.. agudo de mic^cardio.. (I/iIvi), 7 con enfermedad trombotica cerebrovascular 
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en la region mesenterica (n = 1)]. A 27 de dichos pacientes se les diagnostico un lupus 
eritematoso sistemico (LES). Se obtuvieron muestras de suero durante el tiempo en el 
cual el ACL era positivo y por lo menos 3 meses despues del ultimo episodio 
trombotico y se almacenaron a -80°C hasta que fueron estudiadas para detectar 
5 autoanticuerpos anti-EPCR. 

Como grupo control se incluyeron en el estudio 43 voluntaries sanos sin historia 
de trombosis ni ACL. Todos los pacientes y controles habian dado su consentimiento 
informado para la participation en el estudio. 

10 2. Mujeres con muerte fetal v controles 

Se realizo un estudio caso-control pareado sobre muerte fetal. Se han 
considerado 87 mujeres, de 19 a 31 anos de edad (edad media: 27 anos), incluidas en el 
estudio entre septiembre de 1996 y septiembre de 2002 por un primer episodio de 
muerte fetal en la decima semana de amenorrea que habia ocurrido durante su ultimo 

15 embarazo. Se excluyeron mujeres con algun antecedente trombotico, enfermedades 
infecciosas cronicas o con alguna enfermedad sistemica conocida, diabetes mellitus o 
con antecedentes de otro tipo de patologia de la gestation (aborto espontaneo, 
eclampsia, restriction de crecimiento fetal intrauterino), asi como los casos de muerte 
fetal debidos a alguna anormalidad cromosomica en el cariotipo o malformation 

20 morfologica en el feto. La muerte fetal habia ocurrido durante el primer embarazo en 58 
mujeres, durante el segundo en 21 mujeres y durante el tercero en las 8 mujeres 
restantes; en 75 mujeres entre las semanas 10 y 22 y en las 12 mujeres restantes entre 
las semanas 22 y 36 (valor medio: 17 semanas). 

Un grupo control de 87 madres sanas, agrupadas por edad, numero de embarazos 

25 y tiempo transcurrido desde el final del ultimo embarazo, todas ellas cumplieron todos 
los criterios de exclusion que el grupo de mujeres con muerte fetal, fueron reclutadas 
concomitantemente durante el mismo periodo de tiempo, entre mujeres asistidas como 
pacientes externas en el Departamento de Ginecologia del mismo hospital, para un 
examen medico sistematico. 

30 El estudio fue aprobado por los comites de etica de la institucion de los 

inventores y se obtuvo el consentimiento informado de todas las pacientes. La inclusion 
de los pacientes y controles, el consentimiento informado y la recoleccion de muestras 
de sangre tuvo lugar por lo menos 6 meses (6-12 meses) despues de la muerte fetal. Las 
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muestras de sangre fueron recogidas, procesadas y almacenadas a -80°C, de acuerdo con 
los procedimientos convencionales. Los procedimientos de recogida fueron identicos en 
todos los casos y en los controles. 

5 Expresion de EPCR humane soluble recombinante 

Para expresar el EPCR humano recombinante en forma soluble (rhsEPCR), se ha 
amplificado la secuencia del EPCR humano soluble (hsEPCR), que comprende el 
dominio extracelular sin su peptido serial ni los dominios de transmembrana e 
intracelular (residuos 1-139, numeracion correspondiente a la forma madura de la 
10 protema despues del procesamiento del peptido senal) mediante la reaction en cadena 
de la polimerasa (PGR) con los iniciadores 

SEQ ID NO: 1 y 

SEQ ID NO: 2 , 

que anadian un sitio de restriction Clal y otro NotI en los extremos 5' y 3' 
15 respectivamente, utilizando como molde cDNA de celulas endoteliales. Estas 
modificaciones permitieron ligar la secuencia de rhsEPCR a los sitios Clal y NotI del 
plasmido pPICZaC (Stratagene, La Jolla, CA) a continuation de la senal de secrecion 
del factor a de Saccharomyces cerevisiae que permite la secrecion eficiente de muchas 
protemas al medio extracelular desde el interior de levaduras. 

20 El inserto se clono en fase de lectura con un epitopo c-myc y una etiqueta de 6 

histidinas presentes en dicho vector pPICZaC. Debido al proceso de clonaje se 
anadieron un resto de senna y otro de isoleucina en el extremo amino del rhsEPCR el 
cual se expresa fusionado, en su extremo carboxi terminal, a una cola que contiene el 
epitopo c-myc y 6 histidinas para facilitar su purification y el anclaje del rhsEPCR al 

25 fondo de los pocillos de la microplaca mediante un anticuerpo monoclonal anti c-myc. 
Mediante secuenciacion directa se comprobo que la secuencia del inserto y del vector 
era la cotrecta. La SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia del rhsEPCR obtenido, deducida 
a partir de la secuencia de DNA, que comprende los residuos anadidos por la teenica de 
clonaje empleada, los residuos de la region extracelular del rhsEPCR humano, el 

30 epitopo myc 5 y la cola de 6 histidinas.. 

Con el vector de fiiqaredon previammtepreparado y ims„ linearizacion .del mismo 
con I^iomai^^cmccio'ji PmeL ce tronsfeim^iBn c6Ma2.de Pjchici paztoric mediante 
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mediante recombination homologa, de la secuencia codificante de rhsEPCR en el 
promoter endogeno de respuesta a metanol. El producto de la transformation se cultivo 
en presencia de zeocina para seleccionar aquellas colonias de P. pastoris transformadas 
con el vector que contenia la secuencia codificante del rhsEPCR que a su vez contiene 

5 el gen de la resistencia a la zeocina. Brevemente, las levaduras transformadas se 
cultivaron en 4 ml de medio BMY [1% de (p/v) de extracto de levadura, 2% (p/v) de 
peptona, fosfato potasico 100 mM (pH 6,0), 1,34% (p/v) de fuente de nitrogeno de 
levaduras con sulfato amonico, 4x10-5% (p/v) de biotina] suplementado con 1% (v/v) 
de glicerol (BMGY) y se incubaron a 28-3 0°C durante unas 18 horas con agitation. Las 

10 celulas se recogieron por centrifugacion a 2.000 g durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. El sobrenadante se descarto y se procedio a inducir la expresion de rhsEPCR 
con metanol al 1% durante 18 horas. Para ello, las celulas se resuspendieron en 3 ml de 
BMY suplementado con 0,5% (p/v) de metanol y se incubaron durante 18 horas a 28- 
30°C aproximadamente con agitation vigorosa. Tras la induction, las muestras 

15 procedentes del medio condicionado se cargaron en geles de NuPAGE Bis-Tris al 12% 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y el rhsEPCR se detecto mediante Western Blot utilizando el 
anticuerpo monoclonal anti-myc (Invitrogen). Para la production a gran escala se 
selection© la colonia que secreto la concentration mas alta de rhsEPCR. En las colonias 
seleccionadas por su alta capacidad de production de rhsEPCR se estudio el 

20 metabolismo del metanol (metabolizador rapido o lento) de las colonias, lo que permitio 
establecer las condiciones optimas de expresion para la colonia mas adecuada. Una vez 
optimizadas las condiciones de cultivo e induction con metanol, se aumento la escala 
para producir grandes cantidades de rhsEPCR. 



25 Purification del sEPCR recombinante 

Dado que P. pastoris secreta muy pocas protemas al medio, un alto porcentaje 
de las protemas halladas en el medio de cultivo corresponden a rhsEPCR, lo cual 
simplified considerablemente su purification. Brevemente, el rhsEPCR fue purificado a 
partir de los sobrenadantes de los cultivos de levadura mediante un proceso de 
30 purification en 3 pasos que comprendia cromatografia de afinidad metalica, intercambio 
anionico y cromatografia de filtration en gel. Para ello, el sobrenadante del cultivo se 
concentro y dializo frente a fosfato sodico 100 mM, NaCl 10 mM, pH 7,6 y, a 
continuation, se sometio a cromatografia de afinidad metalica en una columna de 5 ml 
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Hitrap (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido) cargada con cobre. La 
fraccion que se unio a la columna se eluyo con un tampon que contema acido 
etilendiaminotetraacetico (EDTA) y se dializo frente a Tris-HCl 20 mM (pH 7,6) sin 
NaCl, y, a continuacion, se sometio a una cromatografia de intercambio anionico en una 
5 columna Resource Q column (Amersham Biosciences) y elucion con un gradiente 0,0- 
300 mM de NaCl en un volumen equivalente al de 20 columnas. Las fracciones ehridas 
que contenian el rhsEPCR se reunieron y concentraron mediante ultrafiltration 
centrffuga y, a continuation, se aplicaron a una columna a Superdex 75-HR10/30 
(Amersham Biosciences) para efectuar la filtration en gel. La concentration de protema 

10 purificada se determine utilizando el ensayo de proteina total BCA (Pierre, Rockford, 
IL) y patrones de albumina serica bovina (BSA). Para detectar el rhsEPCR purificado, 
las muestras se cargaron en geles al 12% de NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) y se realizo una electroforesis en condiciones reductoras seguido de tincion con 
azul de Coomassie. Un gel de electroforesis se sometio a electroblotting y el rhsEPCR 

15 foe detectado con el anticuerpo monoclonal anti-myc (Invitrogen). Para estimar el peso 
molecular del rhsEPCR se utilizo un patron de peso molecular incluido en cada gel de 
electroforesis. 

ELISA para la determination de autoanticuerpos anti-EPCR en suero o plassma 
20 Se determinaron por separado los niveles de autoanticuerpos anti-EPCR de 

isotipo IgG, IgA o IgM, por ser estos los encontrados con mayor frecuencia en los 
pacientes con alteraciones autoinmunes en los que se detectan anticuerpos dirigidos 
frente a alguna de sus propias estructuras (autoanticuerpos). 

En los tres casos se tapizaron microplacas de 96 pocillos (Costar, Acton, MA, 
25 EEUU) con 100 pl/pocillo de un anticuerpo monoclonal anti-c-myc (Invitrogen, EEUU) 
a 1,5 jag/ml en una solution de Na 2 C0 3 a 100 mmol/1, pH 9,6, durante la noche a 4°C. 
Este anticuerpo es utili^ado_ como anticuerpo de captura y esta dirigido hacia la etiqueta 
c-myc anadida y presente en el rhsEPCR. De este modo, el rhsEPCR es anclado al 
pocillo preservando sus epitopes extracelulares. D.espues del lavado con TB (Tris 20 
30 mM. WaCl 150 mM, 0,05% de Tiveen-20, pH 7.4), los sitios de union no. espetificos 
raamn bloqneados..con Z% (p/v) de BSA en TE~a iempersfura .amb&mtejTA) durante- 
4 n z- horcs. A conimxticiGTu zt-Cjj&dteran 100 ui/poeillo de urn solucion aue contains 
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horas a temperatura ambiente con agitacion suave. En paralelo se incubaron pocillos 
bianco con TBI sin rhsEPCR. Despues del lavado con TB se anadieron a cada pocillo 
100 \x\ de una dilution de la muestra 1:100 (plasma o suero) en TBI y se incubaron 
durante la noche a 4°C. A continuation, los pocillos fueron lavados con TB 5 y los 
5 autoanticuerpos anti-EPCR que permanecieron unidos al fondo del pocillo fueron 
detectados bien con un anticuerpo policlonal murino anti-IgA humana conjugado con 
peroxidasa (Biotrend), bien con un anticuerpo policlonal murino anti-IgM humana 
conjugado con peroxidasa (Zymed) o bien con un anticuerpo policlonal murino anti-IgG 
humana conjugado con fosfatasa alcalina (Zymed). Despues de un periodo de 2 horas de 

10 incubation a temperatura ambiente con agitacion suave se realize un lavado. 

Para determinar los niveles de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgA o IgM, 
se anadieron 100 \il de una solution 0,4 mg/ml de o-fenilendiamina (Kodak) que 
contema Na 2 HP0 4 0,07 M, citrato de sodio 0,04 M y 0,02 % (v/v) de H 2 0 2 , pH 5,0. 
Despues de un tiempo de revelado de 5 y 8 minutos en oscuridad para IgA e IgM, 

15 respectivamente, se anadieron 100 jal de H 2 S0 4 para detener la reaction y 5 minutos 
despues se leyeron las absorbancias a 492 nm en un lector de microplaca (iEMS 
REader, Labsystems, Finlandia). 

En la placa empleada para medir autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgG se 
anadieron 100 |il de una solution 1 ng/ml de 4-nitrofenil fosfatasa (Sigma) en 

20 dietanolamina 0,1 M, pH 10,3. Despues de 15 minutos, la reaction fue detenida con 100 
|al de NaOH 1 M y la absorbancia leida despues de la estabilizacion del color a 405 nm 
en el lector de microplaca (iEMS REader). Todas las muestras fueron ensayadas al 
menos dos veces en diferentes ensayos. 

Para asegurar que todas las absorbancias medidas en cada placa caian en un 

25 rango lineal, se construyo, para cada isotipo, una curva usando diluciones seriadas de la 
muestra cuya absorbancia fue la mas alta registrada. Para permitir comparaciones entre 
placas, se eligio una muestra para ensayar en cada placa (muestra patron) lo que 
permitia introducir un factor de correction. Las unidades arbitrarias (UA) fueron 
definidas de la siguiente manera: para cada muestra paciente (muestra problema) la 

30 absorbancia especifica se calculo sustrayendo la absorbancia de los pocillos bianco y, a 
continuation, multiplicando por 1.000 y por un factor de correction correspondiente a 
la relation entre la absorbancia especifica de la muestra patron ensayada en una placa 
dada (placa de referencia) y en la placa donde la muestra problema es ensayada. Los 
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coeficientes de variacion inter e intra-ensayo fueron evaluados con el uso de cinco 
muestras probadas cinco veces para el coeficiente de variacion inter-ensayo (menor de 
5%) y en tres ocasiones diferentes para calcular el coeficiente de variacion inter-ensayo 
(menor de 10%). 

5 

Generation de PCA en celulas endoteliales cultivadas 

La lfnea celular utilizada fue EA.hy926, una h'nea de celulas endoteliales 
humanas transformada que ha retenido la capacidad de expresar trombomodulina y 
EPCR (Stearns-Kurosawa DJ, Kurosawa S, Mollica JS, Ferrell GL, Esmon CT. The 
10 endothelial cell protein C receptor augments protein C activation by the thrombin- 
thrombomodulin complex. Proc Natl Acad Sci USA. 1996;93:10212-6). Se incubaron 
5xl0 4 celulas por pocillo de una placa de 96 pocillos con 0,02 U/ml de trombina (0,17 
nM) (ERL, Swansea, Reino Unido) y concentraciones crecientes de PC (Baxter, 
Deerfield, IL, USA) oscilando entre 50 y 1.000 nM en tampon Tris 20 mM, pH 7,4, 
15 suplementado con NaCl 150 mM, CaCl 2 5 mM, MgCl 2 0,6 mM, 1% de BSA, 0,001% 
de Tween-20 y 0,02% de NaN 3 . Despues de 45 minutos a temperatura ambiente se 
anadio lepirudina (Schering AG, Berlin, Germany) a una concentration final de 0,2 ul, 
para inhibir la trombina y 3-4 minutos despues se anadio el sustrato cromogenico S- 
2366 (Chromogenix, Milan, Italy) a una concentration final de 0,4 mM con el objeto de 
20 monitorizar su proteolisis por la PCA. El incremento en la absorbancia a 405 nm fue 
registrado cineticamente en un lector de microplaca (iEMS REader, Labsystems, 
Finlandia). El ajuste de los datos de la curva a la ecuacion de Michaelis-Menten fue 
realizado usando el programa Enzfitter (Biosoft, Cambridge, Reino Unido) que calculo 
el valor de la Km de la activation de la PC bajo esas condiciones. Donde fue necesario, 
25 se anadieron 45 ug/ml de autoanticuerpos anti-EPCR purificados de pacientes (vease 
mas abajo) simultaneamente con la trombina y la PC. Asf, el efecto de los 
autoanticuerpos anti-EPCR sobre la activation de la PC podria ser analizado. 

Purification de amiknerpos smti-EEOJS" 
30 1 . Purification de anticueroos IgM 

Muestras- de suero de 1 ml que contenian. cutoantrcuarpo- nnti-FPCR. meron 
dilmdas en tampon fozmk, calino tPBS'i (iQ3;mto_de_s0dio iw« mhj i t,cj»-i a io t -j 
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columna HitTrap activada por NHS HP (Amersham Biosciences) donde previamente se 
habia inmovilizado un anticuerpo monoclonal murino anti-IgM humana (Maruyama S, 
Kubagawa H, Cooper MD. Activation of human B cells and inhibition of their terminal 
differentiation by monoclonal anti-murine antibodies. J Immunol. 1985;135:192-9). La 
5 IgM humana foe eluida con 5 ml de glicina 0,1 M, pH 2,5 y recogida en 100 |lx1 de Tris 
1 M, pH 9,0. La fraccion que contenia la IgM humana foe concentrada y dializada 
frente a TB suplementado con CaCb 5 mM y MgCl 2 0,6 mM, pH 7,4. 



2. Purificacion de anticuerpos IgA 

10 Muestras de 1 ml de suero faeron diluidas en PBS y aplicadas manualmente a 

una columna de jacalina (Pierce). La fraccion adsorbida foe eluida con 2 ml de 
melibiosa 0,1 M en PBS y subsiguientemente dializada frente a PBS. Puesto que foeron 
necesarios pasos posteriores de purificacion, las muestras foeron aplicadas a una 
columna de afinidad HiTrap Protein G HP (Amersham Biosciences) para retirar la IgG 

15 contaminante. El producto no ligado que contenia la fraccion IgA foe dializado frente a 
KH 2 P0 4 50 mM, pH 7,0, y finalmente aplicado a una columna de afinidad HiTrap Blue 
HP (Amersham Pharmacia Biotech) para retirar la albumina. El material no ligado que 
contenia la fraccion de IgA purificada foe recogido y dializado frente a tampon TB 
suplementado con CaCl 2 5 mM y MgCl 2 0,6 mM, pH 7,4. 

20 

3. Purificacion de anticuerpos IgG 

Muestras de suero de 1 ml que contenlan autoanticuerpos anti-EPCR foeron 
diluidas en tampon fosfato salino (PBS) (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 0,15 M, 
pH=7,4) y pasadas a traves de un filtro de 0,45 jam. El filtrado foe aplicado a una 
25 columna HitTrap Protein G HP (Amersham Biosciences). La IgG humana foe eluida 
con 5 ml de glicina 0,1 M, pH 2,5 y recogida en 100 jul de Tris 1 M, pH 9,0. La fraccion 
que contenia la IgM humana foe concentrada y dializada frente a TB suplementado con 
CaCl 2 5 mM y MgCl 2 0,6 mM, pH 7,4. 



30 Preparacion de una columna de afinidad rhsEPCR 

El rhsEPCR (2 mg en 3 ml de NaHCQ 3 100 mM, pH 8,5) foe unido a una 
columna de afinidad HitTrap NHS-activated HP (Amersham Biosciences) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Despues de que la reaction hubiera sido detenida con 
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glicina 0,1 M, la columna de rhsEPCR foe lavada extensamente con NaCl 2 M. De esta 
manera, la columna de rhsEPCR era capaz de ligar PC en TBS, pH 7,4, suplementado 
con CaCl 2 20 mM y MgCl 2 0,6 mM. La PC podia ser elmda de la columna con TBS 
suplementado con acido etilendiaminotetraacetico (EDTA) (datos no mostrados). Puesto 
5 que el rhsEPCR ligado a la columna mantema su capacidad para unirse a la PC, 
seguramente deberia retener la conformation nativa y los epitopos reconocidos por los 
autoanticuerpos. Por tanto, la columna asi preparada era adecuada para eliminar 
autoanticuerpos anti-EPCR a partir de una muestra de suero o plasma. 

10 Metodos estadfsticos 

En el estudio de casos y controles de SAF, la comparacion entre pacientes 
(casos) y controles para la frecuencia de niveles elevados de anticuerpos anti-EPCR 
IgM, IgA e IgG foe realizada segiin el test de la chi-cuadrado. La "odds ratio 55 (OR) 
(Martinez-Gonzalez MA, de Irala-Estevez J & Guillen Grima F, (1999), ^Que es una 
15 odds ratio?, Medicina Clmica, 1 12, 1 1:416-422) y el intervalo de confianza del 95% se 
calcularon como una medida de la asociacion entre SAF y autoanticuerpos anti-EPCR. 

En el estudio de pareado de casos y controles de muerte fetal, la comparacion 
entre casos y controles para variables continuas y por categorias foe realizada segiin el 
test-t para muestras pareadas y con el test McNemar, respectivamente. La asociacion 
20 entre los niveles de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipos IgG e IgM con el ACL y con 
anticuerpos anti-cardiolipina de isotipo IgM se evaluo con coeficientes de correlation 
para variables continuas y con el test de Mann- Whitney para variables por categorias. 

Para evaluar el riesgo de muerte fetal asociado con altos niveles de 
autoanticuerpos anti-EPCR de isotipos IgG e IgM, se utilizo un analisis de regresion 
25 multiple con pares de casos y controles. Las principals variables independientes foeron 
los niveles de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipos IgG e IgM por categorias, de 
acuerdo con la distribution de esas inmunoglobulinas en los controles. Se utilizaron 
diferentes puntos de corte (cut-off) para determinar los niveles asociados con un riesgo 
mas alto. Se realizaron. analisis univariados.y multivariados, ajustando por factores de 
0 riesgo de muerte fetal conocidos. rlo foe posable inchiir en el model o complete los 
factored V LaideoJFVUi y ACT, po lo que se consideraron enionces. dos-modeloe para.. 
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(1) introduciendo simultaneamente los niveles de autoanticuerpos anti-EPCR 
isotipos IgM e IgG, anticuerpo anti-cardiolipina de isotipo IgM, ACL y protrombina 
G20210A,y 

(2) igual que el modelo 1, pero ajustando por la presencia/ausencia de FVL, en 
5 lugar de ACL. 

El modelo (1) fue usado para evaluar la hipotesis de que los anticuerpos anti- 
cardiolipina y el ACL eran marcadores, mas que factores etiologicos, de un estado 
protrombico causado por autoanticuerpos anti-EPCR. Todos los computes fueron 
realizados con SPSS, version 10.0 (SPSS Inc.). 

10 

IL RESULT ADOS 

Con el objeto de poder investigar la presencia de autoanticuerpos anti-EPCR en 
plasma y suero, en primer lugar se produjo rhsEPCR usando el sistema de expresion de 
la levadura P. pastoris. Usando el protocolo descrito, se pudo purificar de un cultiyo de 
15 P. pastoris mas de 5 mg de rhsEPCR. Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 
con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) y analisis Western blot con el anticuerpo 
monoclonal de anti-myc, el rhsEPCR aparecia como una banda unica y ligeramente 
heterogenea reflejando los distintos grados de glicosilacion, tal como se habia descrito 
"~ previamente (Fukudome K, Kurosawa S, Steams-Kurosawa DJ, He X, Rezaie AR, 
20 Esmon CT. The endothelial cell protein C receptor. Cell surface expression and direct 
ligand binding by the soluble receptor. J Biol Chem. 1996;271:17491-8) [vease la 
Figura 1]. 

El rhsEPCR fue capaz de inhibir la actividad anticoagulante de la PCA en un 
ensayo de coagulacion, tal como se ha descrito previamente (Regan LM, Stearns- 

25 Kurosawa DJ, Kurosawa S, Mollica J, Fukudome K, Esmon CT. The endothelial cell 
protein C receptor. Inhibition of activated protein C anticoagulant function without 
modulation of reaction with proteinase inhibitors. J Biol Chem. 1996;271:17499-503) 
(datos no mostrados). Ademas de unir la PC con la afinidad esperada (vease mas abajo), 
la activacion de la PC por trombina sobre la superficie de las celulas endoteliales estaba 

30 caracterizada por una Km de 51±10 nM. La activacion disminuyo considerablemente en 
presencia de rhsEPCR 2 |uM (Km = 1.000 nM aproximadamente), lo que significa una 
Ki de 70 nM aproximadamente ? sugiriendo que el rhsEPCR se une a la PC con una 
eficiencia similar a la del EPCR nativo, tal como ha sido descrito previamente 
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(Fukudome K, Kurosawa S, Steams-Kurosawa DJ, He X, Rezaie AR, Esmon CT. The 
endothelial cell protein C receptor. Cell surface expression and direct ligand binding by 
the soluble receptor. J Biol Chem. 1996;271:17491-8; Regan LM, Stearns-Kurosawa 
DJ, Kurosawa S, Mollica J, Fukudome K, Esmon CT. The endothelial cell protein C 
receptor. Inhibition of activated protein C anticoagulant function without modulation of 
reaction with proteinase inhibitors. J Biol Chem. 1996;271:17499-503). Estas 
evidencias sugieren fuertemente la correcta actividad y conformacion del rhsEPCR, lo 
que permite utilizarlo para detectar anticuerpos contra EPCR humano. 

Autoanticuerpos anti-EPCR en pacientes con SAF 

Considerando niveles altos a aquellos superiores al percentil 97 de cada grupo 
control, los niveles altos de autoanticuerpo anti-EPCR isotipos IgM, IgA o IgG 
estuvieron asociados con SAF [OR = 4,47; IC 95%: 1,15-17,40] Como se muestra en la 
Tabla 1. Los niveles extremadamente elevados de autoanticuerpos anti-EPCR, como se 
observa en la figura 2, se detectaron unicamente en sujetos diagnosticados de SAF: tres 
pacientes mostraron un nivel muy alto de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgM 
(paciente A = 407 UA, paciente B = 301 UA y paciente C = 293 UA), dos pacientes con 
SAF mostraron unos niveles muy altos de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgA 
(paciente D = 795 UA y paciente B = 475 UA, quien tambien mostro altos niveles de 
autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgM) y dos niveles altos de autoanticuerpos anti- 
EPCR de isotipo IgG (paciente E = 230 UA y paciente F - 220 UA). Los seis pacientes 
foeron mujeres con historia previa de trombosis, uno de los criterios de seleccion (ictus 
en pacientes A, C, D y F; enfermedad cardiovascular en paciente E, trombosis venosa 
en pacientes A, B, D y F). Lo mas interesante es el hecho de que todas las mujeres que 
portaban autoanticuerpos anti-EPCR de isotipos IgM e IgA menos la paciente B, que no 
fee evaluable, sufrieron multiples episodios de muerte fetal. 

Debido a este hallazgo se enfoco el analisis sobre la posible asociacion:entre 
autoanticuerpos anti-EPCR y muerte fetal. 
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Tabla 1 

OR de SAF asociado con anticuerpos anti -EPCR 



Autoanticuerpos anti-EPCR 


SAF 


Control 


OR (IC 95%) 


(percentil superior al 97%) 


(n = 43) 


(n = 43) 




IgG 


3 


1 


3,10(0,30-31,50) 


IgM 


6 


1 


6,80 (0,80-59) 


IgA 


3 


1 


3,10(0,30-31,50) 


IgG + IgM + IgA 


11 


3 


4,47(1,15-17,4) 



Caracterizacion bioquimica de anticuerpos anti-EPCR 

5 La fraccion de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgM, Ig A e igG de los 

pacientes con niveles extremadamente elevados fueron purificadas a partir de 1 ml de 
suero. La fraccion de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgM del paciente C fue 
capaz de disminuir la generacion de PCA por celulas endoteliales cultivadas en 
presencia de trombina (20% de la capacidad residual de activaciones de la PC, p = 

10 0.02). El efecto inhibitorio era dependiente de la dosis. Para demostrar que este efecto 
de la fraccion de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgM del paciente con SAF era 
debida a un anticuerpo especifico frente a EPCR, la muestra fue desprovista por 
_ complete de autoanticuerpo anti-EPCR especifico cargandola en una columna de 
afinidad donde el rhsEPCR fue inmovilizado. La fraccion obtenida en tal forma perdio 

15 la capacidad inhibitoria sobre la generacion de PCA (87,6% de generacion de PC) lo 
que significa que el responsable de ese fenomeno tenia que ser un autoanticuerpo anti- 
EPCR especifico. Ninguna de las otras fracciones purificadas a partir de pacientes con 
SAF fueron capaces de modificar la capacidad de las celulas endoteliales de generar 
PCA (Figura 3). 

20 

Autoanticuerpos anti-EPCR en mujeres con muerte fetal 

Las frecuencias del factores de riesgo previamente relacionado con la muerte 
fetal y de los anticuerpos anti-EPCR en el grupo de pacientes y controles estudiado se 
muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2 

ORs univariates y sus intervales de confian^a para muerte fetal asociada con las 

diferentes variables estudiadas 





Muerte fetal 
(n=87) 


Controles 
(n=87) 


OR nareada^ 




P 


Anti-EPCR IgM 


16 


3 


14,0 


y 1 jO" 1 U\J ? *t ) 




Anti-EPCR IgG 


13 


4 


4,3 


(1,2-15,2) 


0,02 


Factor V Leiden 


6 


1 


6,0 


(0,7-49,8) 


0 1 


Protrombina 
G20210A 


3 


1 


3,0 


(0,3-28,8) 


0,34 


ACL 


7 


1 


7,0 


(0,9-56,9) 


0,07 


Anticardiolipina 
IgM 


9 


2 


5,0 


(1,1-22,8) 


0,04 


Anticardiolipina 
IgG 


1 


0 









El percentil del 95% de los niveles de autoanticuerpo anti-EPCR de isotipo IgM 
en el grupo control foe de 99 UA. De los 87 pacientes, 16 pacientes (18%) tuvieron 
valores que excedieron este punto de corte frente a los 3 sujetos del grupo control (n = 
87). La OR no ajustada para muerte fetal en pacientes con niveles de autoanticuerpos 
anti-EPCR de isotipo IgM superior al percentil del 95% comparados con aquellas que 
tuvieron un valor mas bajo, fue de 14 (intervalo de confianza (IC) de 95%, 1,8 a 106,4). 
Cuando el punto de corte foe colocado en el percentil del 90% (83 UA), la OR foe de 
5,2 (IC 95%, 1,8 a 15,3). 

El percentil 95 de los niveles de autoanticuerpo anti-EPCR de isotipo IgG en el 
grupo control foe de 94 UA. De los 87 pacientes, 13 pacientes (15%) tuvieron valores 
que excedieron ese punto de corte frente a los 4 sujetos del grupo control. La OR no 
ajustada para muerte fetal en pacientes con autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgG 
superior a un percentil del 95% foe .de 4 ? 3 (IC 95%, 1,2 a 15,2). Cuando el punto de 
corte se coloco en el percentil del 90% (88.4 UA), la OR era de 2,3 (IC 95%, 0,9 a 5,6). 

AdlciGnalmente. se ha realizado un analisis multivariado ajustando por 
octencMea xaztoresrde ccnmzidrL Come ce Indica anteriornieiue. "iU5_imp03ibjb_incliiir 
A TYL / d ACL en e! rr±im^ miotic oi2ldx r arindo >J€T lo auc con^zrrT<nvr d^z 
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anticuerpos ACL y anticardiolipina) y protrombina G20210A y el Modelo (2), en el que 
se incluyo el FVL pero no el ACL. La OR asociada con autoanticuerpos anti-EPCR de 
isotipo IgM superior al percentil 95 en el Modelo (1) fue de 23,1 (IC 95%, 2 a 266,3) y 
en el Modelo (2) de 31,0 (IC 95, 2 a 384,3). La OR asociada con autoanticuerpos anti- 
5 EPCR de isotipo IgG superior al percentil 95 en el Modelo (1) foe de 6,8 (IC 95%, 1,2 a 
38,4). De acuerdo con el Modelo (2), que incluye el factor V de Leiden en lugar del 
ACL, la OR asociada con autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgG superior al 
percentil 95 era de 1 1,0 (IC 95%, 1,6 a 73,5). Los resultados se recogen en la Tabla 3. 



10 Tabla 3 

ORs multivariadas y sus intervales de confianza del 95% para muerte fetal 
asociada con los niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR 



Autoanticuerpos 
anti-EPCR 


Modelo 1 


Modelo 2 


OD pareada 


IC 95% 


P* 


OD pareada 


IC 95% 


P* 


Anti-EPCR IgM 


23,0 


2.0-266,3 


0,012 


31.0 


2.0-384,3 


0,007 


Anti-EPCR IgG 


6,8 


1,2-38,4 


0,029 


11.0 


1,6-73,5 


0,013 



Estos resultados indican que los autoanticuerpos anti-EPCR de isotipos IgM e 
15 IgG son factores de riesgoindependientes para la muerte fetal. Sin embargo los niveles 
elevados de IgA no se asociaros de manera significativa con la muerte fetal en este 
grupo de mujeres estudiado. 

Ill, DISCUSION 

20 Se ha implementado un metodo, en particular, un ELISA, que permite detectar la 

presencia de autoanticuerpos frente a EPCR humano. Utilizando este sistema se ha 
estudiado un grupo de pacientes con SAF caracterizado por trombosis y ACL y se ha 
demostrado, por primera vez en patologia humana, la presencia de autoanticuerpos anti- 
EPCR especificos, de isotipos IgM, IgG e IgA. Se ha estudiado el subgrupo de pacientes 

25 con SAF con ACL porque ha sido relacionado con un mayor riesgo de trombosis, y, por 
ello, se penso que seria un grupo con elevada probabilidad de presentar autoanticuerpos 
directamente relacionados con la manifestacion clinica. De hecho, se han encontrado 
numerosos pacientes con un nivel muy elevado de autoanticuerpos anti-EPCR. 
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Estos autoanticuerpos podrian proporcionar una explication para la trombosis y 
perdida de embarazo en pacientes con SAF. En primer lugar, el EPCR es una molecula 
que se expresa en el endotelio de los vasos sanguineos grandes y en el trofoblasto. Las 
inmunoglobulinas IgM e IgG pueden fijar y activar el complemento, si estos anticuerpos 
5 se dirigen contra EPCR podrian activar el complemento en el endotelio y lesionarlo 
promoviendo la trombosis a ese nivel. En segundo lugar, se ha demostrado que la 
fraction de IgM de un paciente con elevados niveles de autoanticuerpos anti-EPCR de 
isotipo IgM puede reducir seriamente la generation de PCA por celulas endoteliales en 
presencia de trombina. Este efecto inhibitorio desaparece cuando se elimina 
10 espetificamente la IgM dirigida contra EPCR mediante el paso del conjunto de la 
fraction de IgM a traves de una columna de afmidad por EPCR, lo que significa que el 
efecto inhibitorio es debido al autoanticuerpo anti-EPCR de isotipo IgM.. Este 
anticuerpo conduciria probablemente a un bajo nivel de PCA in vivo, lo cual es, en si 
mismo, un fuerte factor de riesgo de trombosis. 
1 5 Al seleccionar los pacientes segun el criterio de trombosis venosa y/o arterial no 

se pudo evaluar el riesgo de trombosis asociada con los autoanticuerpos anti-EPCR. Por 
el contrario, se pudo detectar un mayor nivel de autoanticuerpos anti-EPCR, 
particularmente del isotipo IgM, en mujeres con historia previa de muerte fetal que en 
mujeres sin ella. A la vista de dichos resultados en el estudio piloto se decidio llevar a 
20 cabo un estudio pareado de casos y controles para evaluar el riesgo de primer episodio 
de muerte fetal inexplicable en una poblacion general de mujeres asociado con la 
presencia de autoanticuerpos anti-EPCR. Se ha encontrado que un elevado nivel de 
autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgM (definido como un valor superior al percentil 
95 de la distribution de valores en sujetos control) era un fuerte factor de riesgo para los 
25 primeros episodios de muerte fetal, con un riesgo relativo de 23 6 3 1 comparado con los 
niveles inferiores. Niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR de isotipo IgG 
constitulan tambien un fuerte factor de riesgo, pero mas debil que el del isotipo IgM, 
con un riesgo relativo de 7 u 11 dependiendo del modelo matematico utilizado. En_el 
analisis unisariado, el ACL y el anticuerpo anticardiolipina de isotipo IgM fueron 
30 asotiados con uronayor riesgo de muerte-feial pero dicha jasotiation fue aten.uada.en. el 
modelo. mufteiada. debido. qukas^a que la infoxmotien dadar.por los aniicuerpos 
;jirifD3fciipMo ciaskrs tz debidx.i, los _.autoaatioi=rpr.s. ^m-EFClL asetiMos. que 
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Asimismo, se estudio la presencia de FVL y protrombina G20210A, que han sido 
recientemente asociadas con un mayor riesgo de muerte fetal tardia, encontrandose un 
mayor riesgo tanto en el analisis univariado como multivariado asociado con ese 
polimorfismo, pero el riesgo no era estadisticamente significativo, probablemente 
5 debido al numero de pacientes incluidos en el estudio. 

En conclusion, este estudio pone de manifiesto ? por primera vez, la presencia de 
autoanticuerpos anti-EPCR en pacientes con SAF y trombosis. La presencia de 
autoanticuerpos anti-EPCR de isotipos IgM e IgG aumenta el factor de riesgo del primer 
episodio de muerte fetal. Estos autoanticuerpos pueden por si mismos contribuir a la 
10 trombosis y a la muerte fetal que ocurre en el SAF y en la poblacion general. 



EJEMPLO 2 

Deteccion de autoanticuerpos anti-EPCR en muieres con infarto de miocardio 

Grupo de estudio : 142 mujeres (edad, 39±5 anos, mediaidesviacion tipica) con infarto 

15 de miocardio y 142 mujeres sanas (edad, 39±5 anos) emparejadas por edad y 
procedencia geografica. Se estudiaron los factores de riesgo clasicos de infarto de 
miocardio (hipertension, hipercolesterolemia, diabetes, consumo de tabaco y consumo 
de anticonceptivos orales). Se determinaron los autoanticuerpos anti-EPCR IgG, IgM e 

«■ IgA en muestras de plasma siguiendo el protocolo del ensayo ELISA descrito en el 

20 apartado "Materiales y Metodos" (Ejemplo 1). 

Resultados : Los niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR, considerados estos 
como valores por encima del percentil 93 de la distribucion de los niveles de 
anticuerpos anti-EPCR en el grupo control, se asociaron con un aumento del riesgo del 
infarto. En el analisis multivariado los niveles elevados de anticuerpos anti-EPCR se 

25 asociaron con una Odds ratio ajustada (OR) de 3,5 con un intervalo de confianza al 95% 
(IC 95%) de 1,4-8,9 para la IgA, en el caso de la IgM OR = 3,0; IC 95%: 1,2-7,5. 
Conclusion : Los niveles elevados de autoanticuerpos anti-EPCR son un factor de riesgo 
independiente de infarto de miocardio en mujeres. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un metodo para evaluar el riesgo y la predisposition de un sujeto a desarrollar 
una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente 

5 al receptor endotelial de la PC/PC activada (EPCR) en dicho sujeto, que comprende la 
cuantificacion in vitro de autoanticuerpos frente al EPCR en una muestra de dicho 
sujeto. 

2. Metodo segun la revindication 1 , en el que dicha patologia relacionada con la 
10 presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto se 

selecciona entre una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular y 
complicaciones obstetricas. 

3. Metodo segiin la revindication 2, en el que dicha patologia relacionada con la 
15 presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto es una 

enfermedad autoinmune seleccionada entre smdrome antifosfolipido, lupus eritematoso 
sistemico, artritis reumatoide y vasculitis autoinmunes. 

4. Metodo segun la revindication 2 ? en el que dicha patologia relacionada con la 
20 presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto es una 

enfermedad vascular seleccionada entre trombosis arterial, ateroesclerosis, trombosis 
venosa y trombosis de la microcirculation. 

5. Metodo segun la revindication 4, en el que dicha enfermedad vascular es un 
25 infarto de miocardio, un ictus cerebral, accidente cerebral transitorio, isquemia de 

extremidades, aterosclerosis, aneurisma, trombosis, trombosis venosa superficial, 
trombosis venosa profunda, embolia pulmonar o trombosis de la microcirculation. 

6. Metodo-segun la revindication 2 r en el que dicha patologia relacionada. con la 
30 presencia de niveles elevados de. autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto es una 

complication obstetrics seleccionada entre .ahortou. muertr ieiiL nsdirrienTo premsLturo. 
rete3f~ del crecirnientD ininraterino. eclampsfe'c y^z^ciamnzizu 
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7. Metodo segun la reivindicacion 1 ? en el que dicha muestra es una muestra de 
suero o plasma de dicho sujeto. 

8. Metodo segun la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto es un ser humano. 

9. Metodo segun la reivindicacion 1, en el que la cuantificacion de dichos 
autoanticuerpos anti-EPCR se realiza mediante un ensayo inmunologico acoplado a un 
marcador. 

10. Metodo segun la reivindicacion 1, en el que la cuantificacion de dichos 
autoanticuerpos anti-EPCR se realiza mediante un ELISA que comprende: 

a) inmovilizar en un soporte solido un polipeptido que comprende la secuencia 
de aminoacidos del receptor endotelial de la PC/PC activada (EPCR) o un 
fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo susceptible de 
ser reconocido por un autoanticuerpo anti-EPCR; 

b) incubar dicho polipeptido inmovilizado con una muestra sospechosa de 
contener autoanticuerpos anti-EPCR procedente de dicho sujeto durante un 
periodo de tiempo suficiente para permitir la union de dichos anticuerpos al 
polipeptido inmovilizado y la formacion de complejos polipeptido- 
autoanticuerpo anti-EPCR; 

c) retirar la muestra no unida a dicho polipeptido inmovilizado; 

d) incubar dichos complejos polipeptido-autoanticuerpo anti-EPCR con un 
segundo anticuerpo conjugado a una enzima, en donde dicho segundo 
anticuerpo es un anticuerpo capaz de unirse a dichos autoanticuerpos anti- 
EPCR. 

11. Metodo segun la reivindicacion 10, en el que dicho polipeptido se selecciona 

entre: 

un polipeptido que comprende la secuencia de aminoacidos del EPCR longitud 
completa, y 

un polipeptido que comprende la secuencia de aminoacidos de un fragmento del 
EPCR que contiene, al menos, un epitopo susceptible de ser reconocido por un 
anticuerpo anti-EPCR. 
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12. Metodo segun la reivindicacion 11, en el que dicho polipeptido es una 
proteina de fusion que comprende: 

(i) una region A constituida por un polipeptido que contiene la secuencia de 
5 aminoacidos del EPCR o un fragment© de la misma que contiene, al menos, un epitopo 

susceptible de ser reconocido por un anticuerpo anti-EPCR, y 

(ii) una region B constituida por un polipeptido que comprende una secuencia de 
aminoacidos util para el aislamiento o purificacion de dicha proteina de fusion y/o una 
secuencia de aminoacidos util para el anclaje de dicha proteina de fusion a un soporte 

10 solido. 

13. Metodo segun la reivindicacion 12, en el que dicha region B esta unida al 
extremo amino terminal de dicha region A. 

15 14. Metodo segun la reivindicacion 12, en el que dicha region B esta unida al 

extremo carboxilo terminal de dicha region A. 

15. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que dicha 
region A comprende la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR humano. 

20 

16. Metodo segun la reivindicacion 12, en el que dicha secuencia de aminoacidos 
util para el aislamiento o purificacion de dicha proteina de fusion y/o dicha secuencia de 
aminoacidos util para el anclaje de dicha proteina de fusion a un soporte solido presente 
en dicha region B comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre Arg-tag, 

25 His-tag, FLAG-tag, Strep-tag, un epitopo susceptible de ser reconocido por un 
anticuerpo, SBP-tag, S-tag, peptide de union a calmodulina, dominio de union a 
celulosa, dominio de union a quitina, glutation S-transferasa-tag, protema de union a 
maliosa, NusA, TrxA,.. DsbA, Avi-tag,. Ala-His-Gly-His-Arg-Pro (2, 4, y 8 copias), Pro- 
ne-HisrAsp-Hfs-Asp-His-Pro-His-Leu-Val-Ile-His-Ser, Gly-Met-Thr-Cys-X-X-Cys (6 

30 repsaciones), p-galaeto.sidasa_y VSV-glicopmteina^ 
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17. Metodo segun la reivindicacion 16, en el que dicha region B esta constituida 
por un polipeptido que comprende un epitopo c-myc susceptible de ser reconocido por 
un anticuerpo anti-c-myc y una cola de histidinas (His-tag). 

18. Metodo segun la reivindicacion 10, en el que dicho polipeptido es una 
proteina de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del 
EPCR humano, la secuencia de aminoacidos correspondiente al epitopo c-myc y una 
cola de histidinas (His-tag). 

19. Metodo segun la reivindicacion 10, en el que dicho polipeptido es una 
protema de fusion que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 3. 

20. Metodo segun la reivindicacion 10, en el que dicho segundo anticuerpo es un 
anticuerpo especffico de isotipo de inmunoglobulinas y precede de una especie diferente 
a la del sujeto cuya muestra se analiza. 

21. Metodo segun la reivindicacion 20, en el que dicho segundo anticuerpo 
especffico de isotipo de inmunoglublinas se selecciona entre un anticuerpo anti-IgG 
humana, un anticuerpo anti-IgM humana, un anticuerpo anti-IgA humana, y sus mezclas. 

22. Metodo segun la reivindicacion 10, en el que dicho segundo anticuerpo esta 
conjugado a una enzima seleccionada entre peroxidasa y fosfatasa alcalina. 

23. Metodo segun la reivindicacion 1, que comprende, ademas, la comparacion 
del nivel de autoanticuerpos anti-EPCR determinado en la muestra del sujeto con los 
niveles normales. 

24. Un metodo para monitorizar in vitro el efecto de la terapia administrada a un 
sujeto que presente una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de 
autoanticuerpos anti-EPCR en dicho sujeto, que comprende la cuantificacion in vitro de 
dichos autoanticuerpos anti-EPCR en una muestra de dicho sujeto. 
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25. Metodo segun la reivindicacion 24, en el que dicho sujeto es un sujeto 
previamente diagnosticado de alguna enfermedad autoinmune o vascular, o que ha 
sufrido alguna complicacion obstetrica, y esta sometido a tratamiento terapeutico. 

5 26. Empleo de autoanticuerpos frente al receptor endotelial de la PC/PC activada 

(EPCR) en un metodo para evaluar el riesgo y la predisposicion de un individuo a 
desarrollar una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de 
autoanticuerpos frente al receptor endotelial de la PC/PC activada (EPCR) en dicho 
sujeto. 

10 

27. Empleo segun la reivindicacion 26, en el que dicha patologia relacionada con 
la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto se 
selecciona entre una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular y 
complicaciones obstetricas. 

15 

28. Empleo de un polipeptido que comprende la secuencia de aminoacidos del 
receptor endotelial de la PC/PC activada (EPCR) o un fragmento de la misma que 
contiene, al menos, un epftopo susceptible de ser reconocido por un autoanticuerpo anti- 
EPCR en un metodo para evaluar el riesgo y la predisposicion de un individuo a 

20 desarrollar una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de 
autoanticuerpos frente al receptor endotelial de la PC/PC activada (EPCR) en dicho 
sujeto, que comprende la cuantificacion in vitro de autoanticuerpos frente al EPCR en 
una muestra de dicho sujeto. 

25 29. Empleo segun la reivindicacion 28, en el que dicha patologia relacionada con 

la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto se 
selecciona entre una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular y 
complicaciones obstetricas. 



10 



37 

30. Empleo segun la reivindicacion 28, en el que dicho polipeptido es una 
proteina de fusion que comprende: 

(i) una region A constituida por un polipeptido que contiene la secuencia de 
aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo 
susceptible de ser reconocido por un anticuerpo anti-EPCR, y 

(ii) una region B constituida por un polipeptido que comprende una secuencia de 
aminoacidos util para el aislamiento o purificacion de dicha proteina de fusion y/o una 
secuencia de aminoacidos util para el anclaje de dicha proteina de fusion a un soporte 
solido. 

31. Empleo segun la reivindicacion 30, en el que dicha region A comprende la 
secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR humano. 



32. Empleo segun la reivindicacion 30, en el que dicho polipeptido es una 
15 proteina de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del 

EPCR humano, la secuencia de aminoacidos correspondiente al epitopo c-myc y una 
cola de histidinas (His-tag). 

33. Empleo segun la reivindicacion 30, en el que dicho polipeptido 7 es una 
20 proteina de fusion que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 3. 

34. Un kit para evaluar in vitro el riesgo y la predisposicion de un individuo a 
desarrollar una patologia relacionada con la presencia de niveles elevados de 
autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto que comprende un polipeptido que 

25 comprende la secuencia de aminoacidos del receptor endotelial de la PC/PC activada 
(EPCR) o un fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo susceptible de 
ser reconocido por un autoanticuerpo anti-EPCR. 

35. Kit segun la reivindicacion 34, en el que dicho polipeptido es una proteina de 
30 fusion que comprende: 

(i) una region A constituida por un polipeptido que contiene la secuencia de 
aminoacidos del EPCR o un fragmento de la misma que contiene, al menos, un epitopo 
susceptible de ser reconocido por un anticuerpo anti-EPCR, y 
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(ii) una region B constituida por un polipeptido que comprende una secuencia de 
aminoacidos util para el aislamiento o purificacion de dicha protema de fusion y/o una 
secuencia de aminoacidos util para el anclaje de dicha protema de fusion a un soporte 
solido. 

5 

36. Kit segun la reivindicacion 35, en el que dicha region A comprende la 
secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR humano. 

37. Kit segun la reivindicacion 35, en el que dicho polipeptido es una protema de 
10 fusion que comprende la secuencia de aminoacidos de la parte soluble del EPCR 

humano, la secuencia de aminoacidos correspondiente al epitopo c-myc y una cola de 
histidinas (His-tag). 

38. Kit segun la reivindicacion 35, en el que dicho polipeptido es una protema de 
1 5 fusion que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 3. 

39. Kit segun la reivindicacion 34, en el que dicha patologia relacionada con la 
presencia de niveles elevados de autoanticuerpos frente al EPCR en un sujeto se 
selecciona entre una enfermedad autoinmune, una enfermedad vascular y 

20 complicaciones obstetricas. 
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<110> Proyecto de Biomeciicina CIMA, S . L . 

<120> Metodo para evaluar el riesgo y la predisposicion 
desarrollar una patologia relacionada con la presencia 
autoanticuerpos frente al EPCR 

<160> 3 

<170> Patentln version 2.0 

<210> 1 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 
<223> Oligonucleotide iniciador 

<400> 1 

agcttggcat atcgattagc caagacgcct cagatg 3 6 

<210> 2 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 
<223> Oligonucleotide iniciador 



<400> 2 

tattctatgc ggccgccgaa gtrgtaggargc" ggcttg 
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<210> 3 
<211> 36 
<212> PRT 

<400> 3 

Ser lie Ser Gin Asp Ala Ser Asp Gly Leu Gin Arg Leu His Met Leu 
15 10 15 

Gin lie Ser Tyr Phe Arg Asp Pro Tyr His Val Trp Tyr Gin Gly Asn 
20 25 30 

Ala Ser Leu Gly Gly His Leu Thr His Val Leu Glu Gly Pro Asp Thr 
35 40 45 

Asn Thr Thr lie lie Gin Leu Gin Pro Leu Gin Glu Pro Glu Ser Trp 
50 55 60 

Ala Arg Thr Gin Ser Gly Leu Gin Ser Tyr Leu Leu Gin Phe His Gly 
65 70 75 80 

Leu Val Arg Leu Val His Gin Glu Arg Thr Leu Ala Phe Pro Leu v Thr 

85 90 95 

lie Arg Cys Phe Leu Gly Cys Glu Leu Pro Pro Glu Gly Ser Arg Ala 
100 105 110 

i His Val Phe Phe Glu Val Ala Val Asn Gly Ser Ser Phe Val Ser Phe 
115 120 125 

Arg Pro Glu Arg Ala Leu Trp Gin Ala Asp Thr Gin Val Thr Ser Gly 
130 135 140 



Val Val Thr Phe Thr Leu Gin Gin Leu Asn Ala Tyr Asn Arg Thr Arg 
145 150 155 160 



Tyr Glu Leu Arg 

Lys His lie Ser 
180 

Tyr Thr Ser Ala 
195 

Glu Asp Leu Asn 
210 



Glu Phe Leu Glu 
165 

Ala Glu Asn Thr 

Ala Ala Ser Phe 
200 

Ser Ala Val Asp 
215 



3 

Asp Thr Cys Val 
170 

Lys Gly Ser Gin 
185 

Leu Glu Gin Lys 

His His His His 

220 



Gin Tyr Val Gin 
175 

Thr Ser Arg Ser 
190 

Leu lie Ser Glu 
205 

His His 



